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(57) Abstract 

Variable domains of a non-human immunoglobulin are humanised by selecting DNA sequences coding for the variable domains of a 
human inimunoglobuhn wherein the amino acid sequence of die framework regions of variable domains V H and V L is 70-95 % homologous 
?J!l!r- a £ ,n ? ^^ft^ toe fnmwo* regions of variable domains V H and V L of non-human inununoglobulin, and wherein 
hy^tvanable loops HI and H2 or LI, L2 and L3 have the same kind of canonical structure as hypervariable loops HI and H2 or LI 
lz and ". respectively of non-human immunoglobulin, and by replacing the oligonucleotide sequences coding for the CDRs of human' 
UTununoglobuhr i with oligonucleotide sequences coding for the corresponding CDRs of non-human immunoglobulin. The cloning, in a 
bac^tn^of DNA fragments that code for said humanised variable domains, and the expression of the resulting humanised recombinant 
anubody, are also disclosed. Murine monoclonal antibody K20 has thus been humanised and expressed according to the Invention. 

(57)Abrege* 

A>*T*y m l tntion W ! rclative a 1'humanisation des domaines variables d'une immunoglobuline non-humaine. par selection de sequences 
d ADN codant jur ies domaines variables d*une immunoglobuline hiimaine dont la sequence en acides amines des regions de charpente 
a^domaiiK^ variables V H et V L prtsente entre 70 et 95 % d'homologie avec la sequence en acides amine* des regions de charpente des 
domaines variables V H et V L de rimmunoglobuline non-hixmaine, et dont les boucles hypervariables HI et H2 ou Ll, L2 et L3 presentent 
respecuvement le mftme type de structure canonique que les boucles hypervariables HI et H2 ou Ll, L2 et L3 de rimmunoelobuline 
non-humaine, et remplacement des sequences oUgonucleotidiques codant pour les CDR de rimmunoglobuline humaine, par les sequences 
oUgonucMoudiques codant pour fcs CDR correspondantes de rimmunoglobuline non-humaine. L'invention est egalement relative au 
clonage dans un baculoviros, de fragments d'ADN qui codent pour lesdits domaines variables humanises, et a rexpression d'un anticorps 
recombinant humanise* obtenu de la sorte. L'anticorps monoclonal murin K20 a m ainsi humanist et exprime* coiiforrnement a r invention. 
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ANTICORPS HUMANISE DIRIGE CONTRE LA CHAINE BETA 1 DES INTEGRINES 

La presents Invention est relative a 
5 I'obtention en cellules d'insecte, d*un ant i corps 
monoclonal recombinant humanist. 

L' anticorps monoclonal K20 est un anticorps 
murin qui reconnalt la sous-unit6 3l (CD29) des 
intfegrines. Des experimentations in vitro ont montre que 
10 K20 pouvait inhiber 1' activation et la proliferation des 
lymphocytes T peripheriques induite par un anticorps 
anti-CD3 [GROUX et al . , Nature, 339, 152-154 (1989) ; 
TICCHIONI et al., J. Immunol. , 151, 119-127 (1993)]. II 
pourrait done etre envisage d'utiliser cet anticorps dans 
15 le cadre d'une th6rapeutique immunosuppressive. 

Cependant, 1 'utilisation d 1 anticorps murins en 
therapeutique hutnaine est trds limitfie, car les 
injections r6p6t6es d f anticorps non-humains induisent 
chez les patients une reponse immune qui empSche un 
20 traitement au long cours. 

Afin d'eviter cet inconvenient il a 6t§ 
propose de f abriquer par genie g§netique des anticorps 
recombinants, dans lesquelles la plus grande partie 
possible de la molecule est deriv^e d'un gene d 1 origine 
25 humaine . 

II a ainsi 6t§ obtenu des anticorps dits 
chimSriques, dans lesquels seuls les parties variables 
sont d 1 origine non -humaine „ 

Pour rgduire encore les risques de reponse 

30 immune, on cherche actuellement de plus en plus Sl obtenir 
des anticorps dits humanises, dont les sequences des 
parties variables non directement irapliqufies dans la 
reconnaissance de 1 1 antigene sont remplacees par des 
sequences d' origine humaine. 

35 L'humanisation d'un anticorps non-humain 

implique done de determiner avec le plus de precision 
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possible quels sont les residus d'acides amines de 
l 1 anticorps non-humain qui sont impliqu§s dans la 
reconnaissance de 1'antigSne (et qui doivent §tre 
conserves dans l , anticorps humanist), et quels sont ceux 
5 qui au contraire, peuvent §tre remplac^s pour reproduire 
les sequences d'un anticorps humain, sans affecter ou en 
affectant le moins possible, la reconnaissance de 
1 1 antigdne . 

La reconnaissance de 1 1 antigdne implique en 

10 particulier les regions des parties variables d#nomm6es 
CDR (regions determinant la complementarity ) , tnais il a 
egalement 6te constate que le posit ionnement de certains 
residus d'acides amines des regions de charpente (regions 
FR) pouvaient egalement influencer la conformation du N 

15 site antig<§nique . 

La present e Invention a pour but 
1 'humanisation de 1' anticorps murin K20, et 1' expression 
de 1 ' anticorps humanise ainsi obtenu dans un systSme 
vecteur/hote approprie. 

20 Pour humaniser l 1 anticorps K20, la sequence en 

acides amines des regions variables V H et V L de cet 
anticorps a tout d'abord ete d6termin6e, ce qui permet de 
localiser les CDR. Classiquement , en effet, 
1 1 humanisation d f un anticorps s'effectue en greffant ses 

25 CDR a la place des CDR d'un anticorps humain. 

Les Inventeurs ont eu 1 1 id§e de determiner en 
outre, a partir de la sequence des regions variables de 
K20, le type de structure canonique des boucles 
hypervariables LI, L2, L3, HI et H2 . 

30 Les structures canoniques, qui ont §t§ 

observSes pour la plupart des boucles hypervariables (a 
1 J exception de la boucle H3), et qui sont conserv6es 
entre diff6rentes espSces, sont determines par un petit 
nombre de residus cies des regions FR et des CDR : 

35 differents types de structures canoniques ont 6t6 
definis, selon la taille de la boucle, et la nature des 
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residua acides amines qu'elle comprend [CHOTIA et LESK, 
J. Mol. Biol,, 196(4), p 901, (1987) ; CHOTIA et al,, 
Nature, 342, p 877, (1989) ; CHOTIA et al . , J. Mol . 
Biol. ,227 (3) , p799, (1992)]. 

5 Les inventeurs ont ensuite s61ectionn§ des 

regions Vh et V L humaines dont la sequence en acides 
amines presente une forte homologie (de pr6f§rence entre 
74 et 95 % d* homologie) avec la sequence des rfegions Vjj 
et V L de I'anticorps raurin K20, et dont les boucles 

10 hypervariables LI, L2, L3, HI et H2 pr6sentent le m§me 
type de structure canonique que les boucles 
hypervariables correspondantes dudit ant i corps murin. 

Dans les regions V H et V L humaines ainsi 
select ionnees , les Inventeurs ont alors proc6d§ au 

15 replacement des CDR par les CDR correspondantes de 
l'anticorps murin K20, a fin d'obtenir les regions V H et 
v L de l'anticorps humanise. 

Le proc6de d6crit ci-dessus peut §tre 
generalise a 1 1 humanisation des regions variables de tout 

20 anticorps monoclonal d'origine non-humaine, en 
particulier d'origine murine. 

La pr§sente Invention a pour objet un proc§d6 
d* humanisation de la r§gion variable Vjj et/ou de la 
region variable Vl d'une immunoglobuline non-humaine, 

25 lequel proc6d6 est caract6ris£ en ce qu'il comprend au 
moins les etapes suivantes : 

- une etape oH 1 1 on sSlectionne une sequence 
d'ADN codant pour la rSgion variable Vji ou pour la r6gion 
variable V L d'une itnmunoglobuline humaine, la sequence en 

30 acides amines des regions FR de ladite region V H ou de 
ladite region Vjj humaine pr#sentant respectivement entre 
70 et 95 % d' homologie avec la sequence en acides amines 
des regions FR de la region ou de la region V L de 

1 1 immunoglobuline non-humaine, et les boucles 

35 hypervariables HI et H2 de ladite region V H humaine ou 
les boucles hypervariables Ll, L2 et L3 de ladite region 
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Vl humaine prgsentant respectivement le meme type de 
structure canonique que les boucles hypervariables Hi et 
H2 de la region V H ou les boucles hypervariables LI, L2 
et L3 de la r§gion V L de 1 ' immunoglobuline non-humaine 
5 - une 6tape o\X 1 ' on procede au remplacement 

des sequences oligonuclfiotidiques codant pour les CDR de 
ladite region Vjj ou V L humaine, par les sequences 
oligonucl§otidiques codant pour les CDR correspondantes 
de la region Vjj ou de 1 1 immunoglobuline non-humaine. A 

10 l 1 issue de cette etape, on obtient une sequence codant 
pour la region V H ou V L de 1 1 immunoglobuline humanisee. 

Le procSd§ conforme a 1 1 Invention peut etre 
compl§t6 par la mutation ponctuelle (remplacement, 
addition ou delation d'un codon) d'une ou plusieurs 

15 sequences oligonucl6otidiques codant pour un ou plusieurs 
acides amines situSs dans les FR de la region V H ou Vl. 

Une telle mutation peut par exemple §tre 
effectuee dans le cas ou la sequence en acides amines de 
la region V H ou de la r§gion V L humaine qui a §t§ 

20 s61ectionnee pour son homologie avec la region Vj£ ou V L 
non-humaine, presente, a une position d6termin6e, un 
acide amine "inhabituel" pour le sous-groupe de 
variability auquel elle appartient. II peut etre alors 
opportun de remplacer cet acide amine par un acide amine 

25 plus repr£sentatif . De maniSre g£nerale, on cherchera a 
se rapprocher autant que possible des sequences consensus 
des FRs du sous-groupe humain le plus homologue, afin de 
r£duire encore 1 1 immunogenic it6 de l'anticorps humanist. 

II peut §galement etre indiqufe de proc6der a 

30 une telle mutation lorsque l'on souhaite augmenter 
1' affinity de l'anticorps humanist pour I'antig&ne ; on 
cherchera dans ce cas la a se rapprocher de la structure 
canonique des boucles hypervariables de 1 • immunoglobuline 
non-humaine parentale. 

35 La prfesente Invention a egalement pour objet 

un fragment d'ADN, codant pour la region variable V H ou 
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pour la region variable V L d'un anticorps humanise, et 
caract£ris§ en ce qu'il est susceptible d'Stre obtenu par 
le proc6d§ conforme 3l 1' invention, tel que dfifini ci- 
dessus . 

Un fragment d'ADN codant pour la region 
variable Vjj ou pour la region variable Vl d'un anticorps 
humanist conf ormSment a 1 • invention peut ensuite §tre 
fusionn6 avec un fragment d'ADN codant pour la r6gion 
constante d'une chaine H ou L humaine, en vue d f exprimer 
les chaines H et L completes obtenues de la sorte . 

Selon un mode de r§alisation pr6f£r6 de la 
pr§sente Invention, ledit anticorps humanise est obtenu a 
partir de l f anticorps murin K20. Dans ce qui suit, on 
designera un anticorps humanisS obtenu par le proc6d6 
conforme a 1 ■ Invention par 1 ' abreviation Hu-Ac, et plus 
particuli&rement, 1' anticorps humanise d§riv6 de 
1" anticorps K20, par 1 • abr§viation Hu-K20. 

La presente Invention a pour objet un fragment 
d'ADN, caract6rise en ce qu'il est choisi dans le groupe 
const itue par : 

- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine 16gere de l 1 anticorps Hu-Ac, fusionnee a une 
sequence codant pour le domaine constant de la chaine 
l§g6re d'une immunoglobuline humaine ; ou 

- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine lourde de l 1 anticorps Hu-Ac, fusionnee a une 
sequence codant pour le domaine constant de la chaine 
lourde d'une immunoglobuline humaine. 

Pour exprimer un anticorps humanist conforme a 
1' Invention, on utilisera de pr6f6rence tin syst&ne 
d' expression qui a 6galement 6t§ mis au point par les 
Inventeurs, qui utilise un vecteur d' expression derive 
d'un baculovirus, et permet de produire & la fois la 
chaine lourde (H) et la chaine ISgSre (L) d'un anticorps 
donnS dans une cellule d'insecte. 
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La presente Invention a egalement pour objet 
une cassette d' expression comprenant une sequence d'ADN 
recombinant constitute par une sequence codant pour la 
region variable de la chaine legere de 1 • an ti corps Hu-Ac 
f usionnee a une sequence codant pour le domaine constant 
de la chaine legere d'une immunoglobuline humaine ; ou 
par une sequence codant pour la region variable de la 
chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac fusionnee a une 
sequence codant pour le domaine constant de la chaine 
legere d'une immunoglobuline humaine, laquelle sequence 
d'ADN recombinant est placee sous cent role 
transcript ionnel d'un promoteur approprie. 

Selon un mode de realisation pref ere de la 
presente Invention, ledit promoteur est un promoteur de 
baculovirus . 

A titre d'exemple de promoteurs de baculovirus 
utilisables pour la mise en oeuvre de la presente 
Invention, on citera les promoteurs de la polyedrine et 
de P10 des baculovirus AcMNPV ou S1MNPV, ou des derives 
de promoteurs de baculovirus. constitues par des 
promoteurs synthetiques ou recombinants, obtenus a partir 
d'un promoteur de baculovirus, et fonctionnels en 
cellules d'insectes, tel que par exemple celui decrit par 
WANG et al, [Gene, 100, 131-137, <i99i)]. 

Une cassette d 1 expression conforme a ce mode 
de realisation comprend par exemple: 

- un promoteur de baculovirus, tel que defini 



une sequence codant pour un peptide signal 



ci-dessus ; 

de secretion 

- une sequence d'ADN codant pour la chaine H 
ou la chaine L d'un anticorps HU-Ac, tel que defini ci- 
dessus. 

Un grand nombre de sequences codant pour des 
peptides signal fonctionnels en cellules d'insecte sont 
utilisables pour la mise en oeuvre de la presente 



WO 96/08564 



PCI7FR95/01167 



Invention. A titre d'exemple non limitatif, on citera les 
sequences codant pour les peptides signal de 
I 1 acetylcholinesterase de Drosophile, de la 

trophoblastine ovine, ainsi que les sequences codant pour 
5 les peptides signal des chaines H et L d' imraunoglobulines 
murines ou humaines , etc ... 

Chacune des cassettes conformes £L 1 1 invention 
permet 1' expression , soit de la chaine I6g6re, soit de la 
chaine lourde, d'un anticorps Hu-Ac, poss6dant la 
10 specif icit§ de I 1 anticorps monoclonal parental. 

On peut choisir la sequence codant pour le 
domaine constant de la chaine 16g£re parmi les sequences 
codant pour les domaines constants des chaines 16geres 
kappa (k) et lambda (X) . 
15 On peut choisir la sequence codant pour le 

domaine constant de la chaine lourde parmi les sequences 
codant pour les domaines constants des chaines lourdes yl, 
Y2, y3, Y4, a, e, et \x. On peut ainsi obtenir un anticorps 
recombinant appartenant a la classe d 1 immunoglobuline 
20 (igGl, lgG2, lgG3, igG4, igA, igE, igM) que l'on 
souhaite . 

La pr§sente Invention a ggalement pour objet 
des vecteurs recombinants, portant au moins une cassette 
d* expression telle que d6finie ci-dessus ; dans ce cadre, 
25 la prSsente Invention englobe en particulier des 
baculovirus recombinants permettant 1* expression de 
1» anticorps Hu-Ac, ainsi que dies plasmides de transfert 
permettant la construction desdits baculovirus 
recombinants . 

Les plasmides de transfert conformes & 
1" invention portent un insert comprenant : une cassette 
d'expression telle que d§finie ci-dessus, et de part et 
d' autre de cette cassette, des sequences de baculovirus 
homologues de celles des regions f lanquant la portion du 
g§nome viral en remplacement de laquelle on souhaite 
inserer ladite cassette. 



30 



35 
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Selon un mode de realisation pr6f6r6 des 
plasmides de transfert confomes Sl la pr§sente Invention, 
lesdites sequences de baculovirus sont homologues de 
celles des regions f lanquant le gdne de la plO , ou 
homologues de celles des regions flanquant le gdne de la 
polySdrine . 

Selon une disposition particulierement 
avantageuse de ce mode de realisation, la cassette 
d' expression contenant le gdne codant pour la chaine 
legere de I'anticorps Hu-Ac est flanquee des regions 
entourant le gSne de la polyedrine dans le baculovirus 
sauvage, et la cassette d' expression portant le g£ne 
codant pour la chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac est 
flanqu6e des regions entourant le gene PlO dans le 
baculovirus sauvage* 

Schematiquement, la construction des plasmides 
de transfert conformes a 1' invention se fait en inserant 
dans un plasmide capable de se rgpliquer chez un h6te 
bacterien (en general E. coli) , la region du gene de 
baculovirus (par exemple plO ou polyedrine, ou tout autre 
locus du baculovirus) a la place duquel on souhaite 
insurer les gdnes codant pour les chaines H ou L 
d 1 immunoglobuline . Dans cette region, la sequence codante 
du gSne de baculovirus (et eventuellement la sequence 
promoteur dudit gene) est remplac6e par la sequence 
codant pour la chaine d* immunoglobuline a exprimer (et 
Eventuellement par la sequence du promoteur sous controle 
duquel on souhaite exprimer cette chaine 
d' immunoglobuline, s 1 il s'agit par exemple d'un promoteur 
"derive") . Le plasmide de transfert ainsi obtenu contient 
done un insert coraprenant une sequence h6terologue 
(sequence d'une chaine de l'anticorps Hu-Ac) flanquee de 
sequences de baculovirus. 

Pour perraettre 1' expression simultanee de la 
chaine lourde (chaine H) et de la chaine l§g£re (chaine 
L) et leur reassociation pour former la molecule 
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d'anticorps recombinant, les Inventeurs ont insure les 
deux cassettes sur un meme vecteur d' expression, lis ont 
ainsi obtemi un baculovirus double recombinant dans 
lequel la sequence codante de chacune des chalnes H et L 
5 est sous le contr61e d'un promoteur fort. 

Un baculovirus recombinant conforme a 
1-' Invention, permettant 1' expression de I'anticorps Hu- 
Ac, peut etre construit selon le principe suivant : 

- i«on prepare s6par6ment deux plasmides de 
10 transfert, tels que dSfinis ci-dessus : un pour la chaine 
H, et un pour la chaine L. 

On cotransf ecte ensuite les cellules d'insecte 
avec I'ADN des vecteurs de transfert ainsi realises et 
I'ADN du baculovirus. Cette cotransf ection est effectuee 
15 en deux Stapes : 

Le plasmide de transfert contenant la cassette 
d' expression pour le gene de la chaine 16g£re flanquee 
des regions entourant le gene de la polyfidrine dans le 
baculovirus sauvage, est utilise , avec I'ADN de 
20 baculovirus sauvage AcMNPV, pour cotransf ecter des 
cellules d'insecte en culture. 

Par recotnbinaison homologue entre I'ADN viral 
et le plasmide, les sequences codantes de la chaine 
leg6re de 1 1 itnmunoglobuline recombinante sont transferees 

25 dans le genome viral . 

Apres replication de I'ADN viral dans les 
cellules transf ectSes, l'on procSde a la selection des 
baculovirus recombinants ayant intfegre la sequence de la 
chaine l§gdre de 1 1 iinmunoglobuline recombinante. 

30 Ces baculovirus recombinants sont s^lectionnes 

selon deux critSres : leur incapacite a produire des 
polyddres et leur capacite §> exprimer la chaine ISgdre. 

Dans une deuxieme Stape, les cellules sont 
cotransf ect§es avec I'ADN du baculovirus recombinant 

35 obtenu & 1' issue de la premiere etape, et avec celui du 
plasmide de transfert contenant la cassette d' expression 
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portant le gdne codant pour la chaine lourde de 
l'anticorps recombinant Hu-Ac flanqu^e des regions 
entourant le gdne P10 du baculovirus . Par recombinaison 
homologue, cotnme pr£cedemment , le gdne de la chaine 
lourde est transf§r6 dans l'ADN viral. 

L'on s£lectionne alors les virus double- 
recombinants qui sont capable s de produire simultanement 
une chaine lourde et une chaine ISgere d' immunoglobuline . 
La detection de la chaine lourde et de la chaine legSre 
d' immunoglobuline est effectu6e par ELISA. 

La presente Invention a pour objet un 
baculovirus recombinant caract£ris6 en ce qu'il 
comprend au moins une cassette d f expression, telle que 
d6finie ci-dessus, comprenant une sequence codant tout ou 
partie de la chaine H ou une sequence codant pour tout ou 
partie de la chaine L de l'anticorps Hu-Ac, laquelle 
sequence est plac£e sous contrfile transcriptionnel d'un 
promoteur fort de baculovirus. 

Selon un mode de realisation d'un baculovirus 
recombinant conforme £ 1 1 invention il comprend une 
cassette d' expression comprenant la sequence codant pour 
la chaine H et une cassette d* expression comprenant la 
sequence codant pour la chaine L, de l'anticorps Hu-Ac. 

Selon une disposition pref£r6e de ce mode de 
realisation, le promoteur contr6lant la transcription de 
la sequence codant pour la chaine L de l'anticorps Hu-Ac, 
et le promoteur controlant la transcription de la 
sequence codant pour la chaine H de l'anticorps Hu-Ac, 
sont deux promoteurs differents. 

Selon une modal it6 avantageuse de cette 
disposition, l'un desdits promoteurs est situe a 
1 ' emplacement occupS chez le baculovirus sauvage, par le 
promoteur de la polyidrine et 1 1 autre est situe § 
1 * emplacement occupe chez le baculovirus sauvage, par le 
promoteur de la P10 . 
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Selon encore une autre modality avantageuse de 
cette disposition, l'un des promoteurs est le promoteur 
de la poly6drine ou l'un de ses derives, et 1* autre est 
le promoteur de la plO ou l ! un de ses d6riv6s. 

5 Avantageusement , le promoteur controlant la 

transcription de la sequence codant pour la chaine l§g£re 
de I'anticorps Hu-Ac est le promoteur de la polyedrine ou 
l'un de ses d£riv£s, et le promoteur controlant la 
transcription de la sequence codant pour la chaine lourde 

10 de I'anticorps Hu-Ac est le promoteur de la PlO ou l'un 
de ses dSrivSs . 

Selon une autre disposition de ce mode de 
realisation, la sequence codant pour le peptide signal 
associe a la chaine L de I'anticorps Hu-Ac, et la 

15 sequence codant pour le peptide signal associS a la 
chaine H de I'anticorps Hu-Ac, sont deux sequences 
dif f erentes . 

Un baculovirus recombinant conforme a 
1' Invention, a et§ d6pos6 le 9 septerabre 1994, auprSs de 
20 la C.N.C.M. (Collection Nationale de Cultures de Micro- 
organismes, tenue par l'Institut Pasteur, 25 rue du 
Docteur ROUX, Paris), sous le num6ro 1-1476. 

La presente Invention englobe egalement des 
cellules d'insecte infectSes avec un baculovirus 
25 recombinant conforme a 1» invention. 

L 1 expression et la production de I'anticorps 
monoclonal recombinant Hu-Ac est obtenue in vitro dans 
des cellules d'insecte conformes Sl 1' invention. 

L 1 infection des cellules par un baculovirus 
30 double recombinant conforme k 1 1 Invention risulte dans la 
production simultanee des chaxnes H et L. Ces chaines 
s'assemblent pour reconstituer I'anticorps Hu-Ac qui est 
par la suite s6cr6t£ dans le milieu de culture. 

La pr6sente Invention a 6galeraent pour objet 
35 un proc6d£ de preparation d'un anticorps recombinant 
humanist, caract6ris6 en ce qu'il comprend une etape au 



WO 96/08564 



PCT/FR95/01167 



12 

cours de laquelle 1 • on cul t ive des cellules d ■ insecte 
infectees avec un baculovirus recombinant conforme a 
1' invention, et une gtape au cours de laquelle 1'on 
obtient ledit anticorps a partir du milieu de culture. 

Un anticorps recombinant humanise conforme a 
l 1 Invention peut etre utilis§ pour le diagnostic, ou pour 
la therapeutique. Une utilisation particuli§rement 
intiressante, dans le cas de 1* anticorps humanise K20 
concerne 1 ' obtention de medicaments immunosuppresseurs . 

La prfisente Invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
rfefdre k des exemples d' obtention, conf orm§ment a 
1' Invention, de 1' anticorps recombinant humanise Hu-K20 f 
conforme dans un baculovirus recombinant. 

II doit Stre bien entendu toutefois que ces 
exemples sont donnas uniquement a titre d 1 illustration de 
l'objet de 1» Invention dont ils ne constituent en aucune 
maniSre une limitation. 

Exexnple 1. : Clonage et s6qu engage des parties variables 
de la chaine lourde et de la chaine 16g£re de I 1 anticorps 
K20. 

Le MAb K20 est un anticorps murin produit par 
un hybridome. II est dirige contre la sous -unite 0 des 
recepteurs CD29 des lymphocytes [BOUMSELL et al . , J. Exp. 
Med. 152, p. 229 (1980)]. 

L'ARN total de 1' hybridome produisant 
1* anticorps monoclonal K20 a #t§ extrait a I'aide du kit 
"RNA extraction Kit" de PHARMACIA. L'ADNc est synthgtis§ 
a partir de 10 jig d ' ARN par transcription inverse (First- 
Strand cDNA Synthesis kit ; PHARMACIA) . 

Les parties variables des chaines lourdes (V H ) 
et 16g6res (V L ) sont amplifies par ACP (amplification en 
chaine par polymerase) a partir de 1 jig d'ADNc single 
brin, en utilisant la Taq DNA polymerase. 

Les produit s d' amplif ication sont purifies par 
electrophordse sur gel d f agarose 1,2% pour les separer 



WO 96/08564 



PCT/FR95/01167 



des oligonucleotides ; la bande correspondant au produit 
recherch§ est excisee du gel, et l'ADN est elu6 par 
centrifugation (microcentrif ugeuse SPIN-X, COSTAR, 
Cambridge, MA), puis extrait au phfenol/chlorof orme et 
5 prScipite a I'^thanol, 

1. Clonaae de la region variable de la chaine 
16adre k de K2Q : 

La transcription inverse a §te r€alisee en 
utilisant 1' amorce VKlFOR : 
10 * VKlFOR (SEQ ID NO : l) : 

5'- GGT AGA TCT CAG CTT GGT CCC 3' 

Cette amorce est complement aire de la sequence 
consensus a 1'extremite 3' de la region variable Vic des 
genes raurins, et contort e un site Bal l I (soulign§) . 
15 L'ADNc obtenu a 6te amplifi6 par ACP en 

utilisant d'une part 1* amorce VKlFOR ci-dessus, et 
d' autre part 1 ■ amorce ViciBAC: 
*VK1BAC (SEQ ID NO : 2) : 

S'-'GAC ATT CAG CTG ACC CAG TCT CCA -3 r 

20 {site Pvyll soulignS) . 

Ces amorces ont et6 decrites par ORLANDI et al . [ Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 86, p 3833, (1989)]. 

Le produit d* amplification a 6te r£cupere par 
electrophordse sur gel d' agarose, extraction au 

25 phfinol/chlorof orme et precipitation a l'fethanol, puis 
digerS par Pvu II et Bal ll. et le fragment obtenu a 6te 
clone dans le phage M13VKPCR1 (ORLANDI et al . , 
publication pr§citee) , prealablement digere par EyhII et 
B£ll, pour donner le phage M13 VKK2 0PCR1 (figure 1A) . 

30 2- Clonaae de la region variable de la chaine 

lourde Yl de K20 : 

La transcription inverse sur 1 1 ARN total 
extrait de I'hybridome producteur de K20 a §te realis§e 
en utilisant 1' amorce VH1FOR. Cette m§me amorce, et 

35 1' amorce VH1BAC ont par la suite servi a amplifier la 
region V H a partir de l'ADNc : 
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♦VH1FOR (SEQ ID NO : 3) : 

5'-TGA GGA GAC GGT GAC C GT GGT CCC TTG GCC CCA G-3' 
(Site Batsii souligne) . 
♦VH1BAC (SEQ ID NO : 4) : 

5' -AG GT(C/G) (A/C)A(A/G) CTG GAG (C/G) AG TC{A/T) GG-3 ■ 
(Site P££I souligne) . 

Ces amorces ont et§ decrites par ORLANDI et 
al. (publication precitSe) . 

Le produit d' amplification a ete purifi& 
decrit ci-dessus, puis dig6r6 par BstE II et Ps£I, et le 
fragment obtenu a §t6 clone dans le phage M13VHPCR1 
(ORLANDI et al . , publication pr6cit6e) , pr6alablement 
digere par SstEII et P££I, pour donner le phage 
M13VHK20PCR1. 

La figure 1A repr6sente les e tapes du clonage 
des sequences V K et V H de K20. Les phages Ml 3 VKK2 0 PCR 1 et 
Ml 3 VHK2 0 PCR1 comprennent, outre les sequences de K20, un 
promoteur (P) de chalne H d'lg, et la sequence de tete 
(L) du g6ne V H V47 de souris. 

La sequence nucleotidique des inserts K20 des 
phages M13VKK20PCR1 et M13VHK2 0PCR1 a 6t6 d6termin§e. 

La sequence de 1 1 insert codant pour la region 
variable V K de la chaine 16gdre de l'anticorps K2 0 est 
representee a la figure 2 A, et identifiSe sur la liste 
des sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 5 . 

La s6quence de 1 • insert codant pour la region 
variable V H de la chaine lourde de l'anticorps K20 est 
representee k la figure 2 B, et identifi§e sur la liste 
des sequences en annexe sous le numfiro SEQ ID NO : 6. 

Les emplacements des CDR ( ainsi que ceux des 
amorces qui ont et§ utilisees, et ceux des sites de 
restriction ayant permis le clonage sont indiques sur ces 
figures 2A et 2B. 
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Example 2. : Humanisation des parties variables de la 
chaine lourde at de la chaine legere de l'anticoxps K20. 

La figure IB represente les etapes de 
1- humanisation des regions variables V K et V H de K20. 

1. Humanisation de la region variable de la 
chaine legere k de K20 : 

M13VKPCR1 contient un gene V K de souris, qui 
comprend les regions charpente (PRs) de la proteine k de 
myelome humain REI, et les regions determinant la 
complementarite (CDRs) de l'anticorps monoclonal de 
souris D1.3 CVERHOEYEN et al . , Science, 239, p 1534 
(1988)]. 

Les regions charpente de ce gene V K ont ete 
utilisees pour humaniser le gene V K de K20. 

3 oligonucleotides, VKMUTCDR1, VKMUTCDR2 , et 
VKMDTCDR3, correspondant respectivement aux CDRs 1, 2, et 
3 de la chaine V K de K20 ont ete construits, afin de 
remplacer les CDRs V K de Dl.3. Ces 3 oligonucleotides 
comprennent egalement 12 nucleotides supplementaires a 
l/extremite 5' et au moins 12 nucleotides supplementaires 
a l'extremite 3', incluant un C ou un G terminal, et 
complementaires du voisinage immediat du CDR a remplacer. 

La mutagenese a ete effectuee selon le 
protocole preconise par KUNDLE [Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 82, p 488 (1985)] 

Le phage resultant du remplacement dans 
M13VKPCR1, des CDRs V K de Dl.3 par les CDRs de V K de K20, 
est denomme M13HUVKK20PCR1 

2. Humanisation de la region variable de la 
chaine lourde de K20 : 

Les regions charpente du gene V H humain Fi 
(numero d'acces EMBL X17675) ont ete utilisees pour 
humaniser le gene V H de K20. 
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Le gdne Fl a ete amplifie par ACP h partir 
du vecteur M13rapl8VHFlRF. [MILILI et al - , Mol . Immunol., 
28, p 753 (1991)], en utilisant les amorces VH1BAK et 
VH1FOR decrites ci-dessus. 
5 Le produit d* amplification a 6te purifie comme 

decrit ci-dessus, puis digSre par BstE II et Pst I, et le 
fragment obtenu a 6t6 clone dans le phage M13VHPCR1. 

3 oligonucleotides, VHMUTCDR1, VHMUTCDR2 , et 
VHMUTCDR3 , correspondant respectivement aux CDRs 1, 2, et 
10 3 de la chaine Vh de K20 ont ete construits, afin de 
remplacer les CDRs V H de Fl par ceux de K20- 

La mutagenSse a ete effectuee comme decrit ci- 
dessus, et le phage resultant est denomme M13HuVHK20PCRl . 

Les sequences coinplementaires inverses de 
15 celles des oligonucleotides VKMUTCDRl, VKMUTCDR2, 
VKMUTCDR3 , VHMUTCDR1 , VHMUTCDR2 , et VHMUTCDR3 , utilises 
pour 1 ' humanisation des regions variables des chaines 
lourdes et legdres sont representees k la figure 3, et 
sont egalement identifies dans la liste des sequences en 
20 annexe sous les num6ros respectifs SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 10, 

SEQ ID NO : 11, et SEQ ID NO : 12 . 

Dans la figure 3, les nucleotides 
correspondant aux CDRs des gdnes humanises sont 
25 soulign6s ; les nucleotides existant initialement dans le 
gene VKREI/D1.3 et dans le gene VHF1 sont en lettres 
capitales ; les nucleotides changes par mutagenSse sont 
en lettres minuscules ; les emplacements des nucleotides 
deletes par mutagendse des gdnes initiaux sont 
30 representes par des tirets . 
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Exemple 3 : Construction de plasmides de transfert 
portant lea sequences variables humanisfies de K20 

A) PLASMIDE DE TRANSFERT POUR LA CHAINS LBGBRB 

KAPPA l 

1) Obtention du plasmide pBCk 
a- Plasmide pGmAcll6T : 

Ce vecteur est d§riv6 du plasmide pGmAcllST 
[ROYER et al., J. Virol., 66, 3230-3235, (1992)], lui- 
meme d§riv§ du plasmide pAcl [CHAABIHI et al . , J. Virol., 
67, 2664-2671 (1993)] contenant le fragment EcoRI-I du 
baculovirus de la poly£drose nucl6aire d 1 Autographa 
californica (AcMNPV) , et done le gdne polyfedrine, et les 
sequences flanquant ledit gdne. Pour obtenir pGmAcll6T, 
le plasmide pGmAcllST a Ste dSl§t6 d'un fragment de 
I900pb allant d'un site Eco RI situ6 en amont du g&ne 
polySdrine a un site Xho l situS I900pb en aval de ce site 
Eco RI . 

5 |ig du plasmide pGmAcllST ont 6t£ dig#r6s 
pendant 2 heures a 37°C par 15 unitSs d' enzyme XfiQl 
(BOEHRINGER) , dans un volume r§actionnel de 50 [il et dans 
les conditions pr§conis6es par le fournisseur. Aprfes 
extraction au phenol /chlorof orme, l'ADN plasmidique a etS 
pr§cipit6 a l'alcool. Cet ADN a §t§ ensuite partiellement 
coup6 par EcqRI (BOEHRINGER) dans un volume r6actionnel 
de 50 fil en presence de 0,5 unit6 d 1 enzyme. L ■ incubation a 
6t§ faite a 37°C pendant 20 minutes. AprSs line nouvelle 
extraction au pheno 1/ chlorof orme , les extrSmitSs g6n§r6es 
par les coupures Xho l et Eco RI ont 6t€ rendues tranches 
par 1' enzyme de Klenow (BIOLABS) en presence des 4 dNTPs, 
selon le protocole pr6conis§ par le fournisseur. L'ADN 
plasmidique a enfin 6t§ pr§cipit6 k l'alcool et incub6 
avec la ligase du phage T4 (BOEHRINGER) dans les 
conditions pr6conis6es par le fournisseur. 

Des bact6ries E. coli cotnp§tentes ont ete 
transformSes par une partie du melange de ligation ; le 
criblage des colonies issues de cette transformation a 
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permis de selectionner le plasmide pGmAcll6T. Ce plasmide 
contient un site figlii en aval du promoteur de la 
polyedrine . 

b- Peptide signal : 
La sequence codante de ce peptide est celle du peptide 
signal d'un gdne Vjj de souris [NEUBERGER M.S., EMBO J., 2, 
1373-1378, (1983)] . 

Cette sequence a ete synthetis€e chimiquement 
sous forme de deux oligonucleotides compiementaires ayant 
des extremit6s permettant 1 • insertion du duplex dans un 
site fiSlH. Pour 1 'appariement, 15 ng de chacun des deux 
oligonucleotides sont incub6s dans 50 |il de tampon (Tris 1 
mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM) , pendant 5 minutes dans un bain 
marie a 70 °C. Le bain est ensuite laiss6 refroidir 
jusqu'd temperature ambiante (22 a 25°C) . Le produit 
d ' appariement est utilise directement dans les reactions 
de ligation avec le plasmide pGmAcll6T prealablement 
coupe par Bglll. 

Les conditions de ligation sont les 

suivantes : 

1 jig du plasmide pGmAcllST coup6 par Bal l I ; 
ljig de 1 'oligonucleotide bicat6naire portant la sequence 
codant pour le peptide signal ; 2 nl de tampon ligase 10X 
(BOEHRINGER) / eau distiliee q.s.p. 19 jil ; 1 unite (lul) 
de ligase (BOEHRINGER). L ' incubation est effectuee a 22°C 
pendant 2 heures ; le produit de ligation est utilise 
pour transformer des bacteries E.coli corapetentes . 

c- Region const ante Ck : 

La sequence codante de la region constante de 
la chaine legere k humaine a ete amplifiee par ACP en 
utilisant comme matrice de l'ADNc de lymphocytes B 
humains. Les lymphocytes humains (environ 5xl0 8 ) ont ete 
prepares a partir de 200 ml de sang en utilisant 
HISTOPAQUE® (SIGMA) . L 1 ARN total a 6te extrait de ces 
lymphocytes en utilisant un kit PHARMACIA (RNA extraction 
kit) . Le premier brin d'ADNc a ete prepare & partir de 
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l'ARN total H l»aide du kit "First -Strand cDNA synthesis 
kit" de PHARMACIA, 

Les amorces utilisfees pour amplifier le cDNA 
Ck sont les suivantes : 
5 * HuCKBAC (SEQ ID NO : 13 ) : 
5'^AG CTC GAG ATC AAA CGG-3 1 
(le site XJiqI est souligne) . 

Cette amorce correspond Sl une sequence 
consensus en 3 • des sequences codant pour les domaines 
10 variables des chaines 16g6res d* immunoglobulines de 
souris (Jk) , et contient un site de coupure par XhQl - 
* HuCkFOR (SEQ ID NO : 14 ) : 

5' -G AA GAT CT A ACA CTC TCC GCG GTT GAA G-3' 
(le site Bglll est soulign6) . 
15 Cette amorce est compl§mentaire de 1 ■ extr6mit6 

3» des genes Ck humains et apporte un site Bglll en aval 
du codon stop TAG. 

L'amplif ication avec les amorces HuOcBAC et 
HuCkFOR a permis d'obtenir un fragment d r environ 340 pb 
20 contenant la total ite de la region Ck encadr§e des sites 
Xho l et B3III. 

Le produit de 1 1 amplification a ete digere par 
Bglll et Xho l avant d'§tre clon§ dans les sites XhQl- 
Bal ll du plasmide pGmAc portant la sequence codant pour 
25 le peptide signal . 

La composition du melange de ligation est la 

suivante 1 

1 |ig du plasmide pGmAc coup6 par XfrpI et 
Bglll ; 200 ng du fragment Ck amplifi6 et digSre par 
30 Bgl ll et Xho l. 2*il de tampon ligase 10X (BOEHRINGER) , eau 
distillSe q.s.p. 19M-1, 1 unit6 (l|xl) de ligase 
(BOEHRINGER) . 

L 1 incubation est effectu6e a 22°C pendant 2 
heures ; le produit de ligation est utilise pour 
35 transformer des bact6ries E.coli comp^tentes. 

Le plasmide obtenu est d§nomm§ pBOc. 
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2) Clonage de la region variable humanist fl e 
la cha£ne k de K20 

I*e clonage de la region variable humanisee de 
la chaine legere k de K20 a 6t6 realist de la manidre 
suivante : 

La region V K humanisSe de K20 a 6te amplifiSe 
par ACP en utilisant : 

comme matrice, 1 ' ADN du phage 
Ml 3 Hu VKK2 0 PCR1 d6crit a l'exemple 2 ci-dessus ; 

- une amorce OPP-SoVK(3 » ) , dont la s6quence 
est la suivante: 

* OPP-SoVK(3') (SEQ ID NO : 15 ) : 

5 1 -ACG TTT CTC GAG CYT GGT SCC - 3 ' 
(site XfrQ l soulign6) 

Y repr§sente C ou T, et S represente C ou G 

- une amorce VKK20Hu(5'), dont la sequence est 

Ta suivante: 

* VKK20Hu(5') (SEQ ID NO : 16) : 
5' - GAC ATC GAG CTC ACC CAG- 3' 
(site Sacl souligne) 

Ces amorces apportent respect ivement les sites 
de restriction Xho l et Sac l . 

L' amplification a 6te realis^e en 30 cycles 
successifs d 1 incubation a 95°C pendant 30 secondes, 40°C 
pendant 30 secondes, et 72 °C pendant 30 secondes, puis a 
§te suivie d'une incubation a 72 °C pendant 10 minutes. 

Apres amplification de la region V K , une 
digestion par les enzymes Sad et Xho l du produit 
d' amplification a 6tS rSalis^e et le fragment obtenu a 
ete insert entre les sites SSfil et Xho l du plasmide 
pBLUESCRIPT IIKS ; le produit de ligation est utilise 
pour transformer des bact§ries E.coli comp6tentes. 
Quelques clones sont selectiorm6s , et sequences pour 
verification. 
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L'ADN plasmidique du clone selectionnS est 
pr6par6, digfire par Sac I et Xho l, et le fragment 5a£l- 
XkQl de 303 pb est purifiS. 

Le fragment Sac l- Xho l est introduit dans 
5 pBCK. La composition du melange de ligation est la 
suivante : 

2 ul de tampon 10X pour la T4-DNA ligase 
(BOEHRINGER) ; 100 ng du fragment $ad- Xho I, 1 |il du 
plasmide pBCK coup6 par Sac I et Xho l ; 1 jal de ligase (1 
10 unit§) , et eau distill§e q.s.p. 20|il. 

L 1 incubation est effectuee a 16°C pendant 8 
heures puis le produit de ligation est utilise pour 
transformer des bacteries E. coli comp#tentes . 

On sSlectionne un clone contenant le plasmide 
15 pBCK-VKK20hu, qui sera utilise comme vecteur de 
transfert . 

B) PLASM IDE DE TRANS PERT POUR LA CHA INE LOURDE 
1) Ob tent ion du plasmide pBCvl 
a- Plasmide de transfert : 
20 Le plasmide pGml6 [BLANC et al, Virology, 192, 

651-654, (1993)] derive d'un plasmide dans lequel a 6t§ 
clon§ ie fragment EcoRI-P du baculovirus AcMNPV contenant 
le gene plO. La quasi- totality de la sequence codante a 
§te d<§letee et remplac$e par un site BgXII permettant 
25 I 1 insertion de sequences Sl exprimer sous le contrdle du 
promoteur plO . 

b- Peptide signal : 
La sequence codante de ce peptide est celle d'un g6ne V H 
de souris (NEUBERGER M.S., 1983. EMBO J, 2, 1373-1378). 
30 Elle a 6t6 synth6tis§e chimiquement sous forme 

de brins compl&nentaires, de maniere & ce quelle puisse 
etre inser^e dans un site Bglll. Les conditions 
d 1 appariement et de ligation sont identiques ^ celles 
utilisSes pour la chaine l§g§re. 
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c- Regions constantes humaines (Cyi) : 

Le cDNA de la sequence codante de la region 

Cyi huraaine a §t6 amplifi6 par ACP en utilisant les 

amorces suivantes : 

*HuCylBAC (SEQ ID NO : 17) : 

5' CAA GGT ACC ACG GTC ACC GTC TCC - 3* 

(site JCbijI souligne) . 

Cette amorce comprend un site Kpnl . 

*HuCylF0R (SEQ ID NO : 18) : 

S'-GAAGATC TCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA G-3 1 
(site figlll soulignS) . 

L'amorce permet de reconstituer apres 
amplification un site fislll en aval du codon stop. 

La matrice utilisee pour amplifier la region 
Cyi humaine est le meme melange d 1 ADNc que celui utilisS 
pour 1 1 amplification des sequences Ck 

Le produit d 1 amplif ication a ete sequence et 
clone dans le vecteur de transfert pGml6 portant la 
sequence codant pour le peptide signal. La construction 
obtenue a 6t§ appelee pBCyi • 

2) Clonaqft r»e la region variable humanist de 
la chaine InnrdP de K2n 

Le clonage de la region V H humanisee de la 
chaine lourde de K20 a ete realise de la maniSre 
suivante : 

La region variable V H humanisee de K20 a ete 
atnplifiee par ACP en utilisant : 

- comme matrice 1 1 ADN du phage M13HuVHK20PCRl 
d^crit & l'exemple 2 ci-dessus ; 

- l'amorce VH1BAC ci-dessous (SEQ ID NO : 19) 

5 ' -AGG TSM A RC TGC AG S AGT WCG GG-3 1 
(Site £a£I soulignS) 

S « C OU G ; M = A OU C ; R » A ou G ; W = A ou T 

- l'amorce VHFOR ci-dessous (SEQ ID NO : 20): 
5--TGA GGA GAC GGT GAC C GT GGT ACC TTG GCC CCA G-3* 
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(Sites latEII et Kpnl soulignSs) . 

L» amorce VHFOR difffere de 1 1 amorce VH1FOR en 
ce qu'un C a §t§ remplacS par un A pour creer un site 
Kpni. 

5 Ces amorces apportent respectivement les sites 

de restriction enzymatigues Pst I et Kpnl • 

Apres amplification, une digestion EaEI-Kpnl 

du fragment d' amplification obtenu a 6te r6alis6e et le 

fragment obtenu a £t£ insere entre les sites Pst I et Kpnl 
10 du plasmide pBLUESCRIPT IIKS ; le produit de ligation est 

utilise pour transformer des bactfiries E.coli 

competentes . 

Quelques clones sont select ionnes, et verifies 
par seguencage. 

15 L f ADN plasmidique du clone s61ectionne est 

prepare, dig§r6 par Pst I et Kpnl I, et le fragment Es£l- 
Kpnl de 327 pb est purifi§. 

Le fragment Pst l-K p nl est introduit dans pBCyl 
pour donner le plasmide charg6 pBCyl-VHK20hu. 

20 Exenple 4 : Construction d'un baculovirus recombinant 
produisant l'anticorps K20 humanist 

a- Insertion de la chaine lourde : 
Le plasmide charg6 pBCyl-VHK20hu a ete utilise 
en cotransf ection avec l'ADN d'un baculovirus modifie 

25 appel§ AcSLplO [CHAABIHI et al . , J. Virol., 67, 2664-2671 
(1993)1, qui est dSpourvu du gdne polySdrine 
(promoteur+ sequence codante) , mais porte la sequence 
codante de la polyedrine sous control e du promoteur P10, 
dans le locus naturel P10. Ce virus produisant des 

30 polyedres dans les cellules infectSes, la recorabinaison 
au niveau du locus P10 peut ainsi etre facilement 
detect§e. Les conditions de cotransf ection sont les 
suivantes : 500 ng d'ADN viral sont melanges avec 5 jig 
d'ADN plasmidique et 40 |il de solution DOTAP { BOEHR I NGER ) 

35 dans 3 ml de milieu de culture sans s§rum pour cellules 
d'insectes. Ce melange est utilise pour recouvrir 4 x 10 6 
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cellules Sf9 (ATCC35CRL 1711) • apres 4 heures de 
contact, le melange de cotransf ection est reraplace par 4 
ml de milieu complet et 1 ' incubation est faite a 27«C 
pendant 5 j ours . 

A la suite de la cotransf ection, le virus 
produisant la chaxne lourde de l'anticorps K20 humanise 
sous le contrdle du promoteur P10 a ete purifie par la 
technique des plages de lyse. Ce virus a ete appele bPPl- 
HK20hu. 

b- Insertion de la chaine legere : 

Le plasmide charge pBCK-VicK20hu a ete utilise 

en cotransf ection avec l'ADN du baculovirus modifie bPPl- 

HK20hu. 

Les doubles recombinants ont ete selectionnes 
par la technique de la dilution limite, associee a 
I'ELISA. 

Apres la cotransf ection, on effectue une gamme 
de dilutions du surnageant infectieux, et chaque dilution 
est utilisee pour 1 • infection de cellules d'insectes. 
Trois jours apres 1- infection, les surnageants sont 
testes en ELISA pour rechercher la presence d- ant icorps 
de type humain correctement assembles. Les surnageants 
des puits les plus positifs pour les dilutions les plus 
importantes sont a leur tour dilues et utilises pour 
infecter d'autres cultures ; apres quelgues cycles 
dilution/infection, les surnageants enrichis en 
baculovirus produisant l'anticorps entier sont etales sur 
un tapis cellulaire, et clones par la methode des plages 
de lyse. 

Un clone denomme AclOHK20hu-33LK20hu (111) a 
M select ionne. Ce clone a ete depose aupres de la CNCM, 
le 9 septembre 1994. sous le numero 1-1476. 
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Exeople 5 - Production et purification de l'anticorps K2 0 
humanist (Hu-K20) : 

Le virus double recombinant Acl0HK20hu- 
33LK20hu(lll) a 6t6 amplifie par une s6rie de passages 

5 sur des cellules d'insecte en culture. Le stock viral a 
et€ ensuite utilise pour infecter une culture agitee en 
spinner (500 ml de culture £ 10 6 cellules par ml) . 

Apres 72 heures d 1 infection, la culture est 
r§coltee et centrifugSe a 1000 g pour clarifier le 

io surnageant. Ce dernier a §t6 concentre jusqu'au 1/3 de 
son volume initial par centrif ugation £ travers une 
membrane ayant un seuil de coupure de 30 kDa (CENTRIPEP 
30, Amicon) (lSre centrif ugation : lOOOg, 20°C, 30 
minutes ; Elimination du filtrat ; 2eme centrifugation : 

15 lOOOg, 20°C, 20 minutes) . 

La solution a 6t§ §quilibr6e dans un tampon de 
fixation sur proteine A, par dilution dans ce tampon 
suivie d'une nouvelle concentration par centrifugation 
(tampon de dilution : Glycine 1,5M, NaCl 3M; pH 8,9). La 

20 solution 6quilibr€e est ensuite pass€e dans une colonne 
de prot&ine A, elle meme Squilibrfee dans le mime tampon 
que la solution de Hu-K20 . Apr&s ringage de la colonne, 
l'anticorps est €lu6 par un tampon d'elution (Acetate 
0,1M, NaCl 0,5M; pH3 ) . L ■ Slut ion est suivie en mesurant 

25 la DO a 280 nm. Les fractions contenant l'anticorps pnt 
ite melangees et concentr6es par centrifugation a travers 
line membrane ayant un seuil de coupure de 10 kDa 
(CENTRIPEP 10, AMICON). La solution concentr6e est diluee 
avec du PBS puis reconcentr#e de la meme maniere. La 

30 solution d'anticorps obtenue est conservee a +4°C dans le 
PBS (137 mM NaCl ; 2 , 7 mM KC1 ; 4,3 mM Na 2 HPO 4 -7H 2 0 ; 1,4 
mM KH 2 P0 4 . 

La quality de 1 1 anticorps a §t§ contr61§e par 
61ectrophorese sur gel de polyacry 1 amide -SDS , en 
35 utilisant comme tSmoin une IgGl humaine du commerce 
(SIGMA). Cette experience a montre que l'anticorps 
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chimere non-reduit (ponts disulfure intact s) migre au 
metne niveau que l'anticorps humain temoin. 

Apres traitement par le dithiotr6itol (DTT) 
on observe 1' apparition de deux bandes correspondant aux 
chaxnes lourdes et legeres. et migrant au meme niveau que 
les chaines de l'anticorps humain temoin egalement reduit 



au DTT . 



Pour confirmer les resultats precedents, les 
protexnes des fractions comprenant l'anticorps ont ete 
transferees sur une membrane de nitrocellulose, et les 
chaines H et L ont ete detectees par des anticorps 
specxfiques des region Cyl et Ck humaines. 

Cette experience demontre que l'anticorps 
produit par les cellules d'insectes est bien const itue de 
chaines H et L, et que les parties constantes de ces 
chaines sont reconnues par des anticorps specif iques. 

Le virus selection^ AclOHK20hu-33LK20hu (ill) 
est multiplie sur cellules d'insectes Sf9 en milieu TGV2 
(2% de serum de veau foetal). La concentration 
d'antxcorps produit et secrete est evaluee par ELISA , 
elle es t d' environ I0mg/1 . 

Exeaqple 6 - Verification par immunofluorescence de la 
specific! te du Hu-K20 produit par les cellules 
d'insectes : 

L'anticorps monoclonal parental K20 est dirige 
contre la sous-unite Pi des integrines humaines 
(recepteur CD29) localisee a la surface des lymphocytes. 
La fxxation de K20 sur la molecule CD29 inhibe la 
proliferation des lymphocytes T4 humains actives {GROUX 
et al.. Nature, 339, 152-154, (1989)]. L'effet suppressif 
de K20 sur la proliferation cellulaire T permet 
d'envisager 1 • utilisation de cet anticorps dans la 
prevention des re jets de greffes. 

La fixation de l'anticorps Hu-K20 produit 
conformement a 1» invention, sur la molecule CD29 a etS 
verifi^e par immunofluorescence. Les protocoles 
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experimentaux suivis ont 6t6 prSc§demment dScrits [GROUX 
et al. Nature 339, 152-154 (1989) ; TICCHIONI et al . 
Journal of Innminology 151, 119-127 (1993)]. 

Experiences d' inrunof luorescence : 
5 Des lymphocytes humains portant le r6cepteur 

CD29 ont §t6 fixes sur lame de verre puis incubes en 
presence du Hu-K20 produit conf ormSment a 1' Invention, du 
K20 murin parental , ou du tampon seul . 

Aprds une sferie de ringages, on raj out e ou 
10 bien un anticorps secondaire fluorescent specif ique du 
Hu-K20 produit conf orm6ment £ 1' Invention, ou bien un 
anticorps secondaire fluorescent sp^cifique du K20 murin 
parental . 

Apres un nouveau ringage, les preparations ont 
15 6t§ observees au microscope pour visualiser la 
fluorescence. Ceci montre que le Hu-K2 0 produit 
conformement a 1* Invention se fixe de maniSre sp§cifique 
sur les lymphocytes portant le CD29, tout coxnme le tgmoin 
positif K20 murin parental ; aucune fluorescence n'a 6t6 
20 d§tect#e en l'absence des anticorps K20, ou sur des 
cellules lymphocytaires B ne portant pas I'antigene CD29 . 
Exemple 7 - Comparaison de la specif icite du Hu-K20 
produit par les cellules d'insectes , par rapport a celle 
du Mu-K20 initials 
25 MATERIEL et METHODES 

Les lignees cellulaires utilisges sont: 

- la lign^e lymphocytaire T JURKAT clone E6-1 
provenant del' American Tissue Cell Collection (ATCC) , 

- la lignee HPB-A11 (don de C. ROZENFELD, 

30 Paris) 

- la lign6e B RAJI (lymphome de Burkitt) 
provenant de 1" American Tissue Cell Collection (ATCC), 

- la lignee B 88/66 (don de C. ROZENFELD , 

Paris) 

35 Ces lignees sont cultiv6es en milieu RPMI 1640 

(AX CELL, France) complements par 2 mM de L- glut amine 
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(TECHGEN. Prance) , 1 mM de sodium pyruvate (TECHGEN) , 50 
mUI/ml de penicilline et 50 ug/ml de streptomycine 

(TECHGEN) , et 5% de serum de veau foetal (GIBCO, Grande 
Bretagne) decoraplemente par 30 minutes de chauffage a 
56«C. Les cellules sont maintenues dans un incubateur 
humidifie a 37->C et a 5% de C02 . 
3. LyntptiPCVtes T du sang p ^riph^ ^o , 

Les lymphocytes proviennent de donneurs 
volontaires sains (Centre de Transfusion sanguine ARNAUD 
TZANCK, saint Laurent du Var) . Les cellules raononucleees 
sont recuperees apres centrifugation sur gradient de 
Ficoll-Hypaque (EUROBIO, France). Les monocytes sont 
elimines par deux cycles d' adherence d'une heure sur 
plastique a 37*C Parmi les cellules non-adherentes ainsi 
obtenues, les monocytes residuels, les cellules NK et les 
lymphocytes B sont elimines par selection 
immunomagnetique a 1 ' aide d'anticorps monoclonaux diriges 
contre des marqueurs de surface specifigues de ces types 
cellulaires et de billes magnetiques recouvertes 
d'anticorps de chevre anti-immunoglobuline de souris 
(DYNABEADS , DYNAL, Norvege) . La purete lymphocytaire est 
contr61ee par verification du phenotype . 

3. Les thymn^a^ , 

lis sont obtenus a partir de thymus d'enfants 
(4 mois a 5 ans) subissant des interventions 
cardiologiques au Centre Cardio-thoracique de Monaco. Les 
erythrocytes residuels sont eventuellement elimines par 
centrifugation sur gradient de Ficoll-Hypaque. 

4, Marquage jmmunofluoresr.ftnt: ryrpmetrip Hp fT„ V i 

Les cellules (lxio 6 ) sont lavees deux fois 
dans du PBS (NaCl 140 mM, KC1 3mM, Na 2 HP0 4 6 mM, KH 2 P0 4 
lmM, pH 7,4) 0,1% BSA (fraction V, BOEHRINGER) , 0,1% 
NaN 3 . Elles sont ensuite incubees avec un premier 
anticorps dans un volume final de 100 ul pendant 3 0 min. 
^ 4°C. Apres deux lavages, les cellules sont incubees de 
la meme maniere avec le deuxieme anticorps, puis a 
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nouveau lavges deux fois. Les cellules sont ensuite 
fix£es k la concentration finale de lxlO 6 , dans 500 ^1 de 
PBS 1% forraaldShyde . 
II. RESULTATS 

1, — Determination des cour bes dose -rgponse en cytom6trie 
de flux et distribution fciasulaire. 

Les cellules JURKAT E6-1, HPB-A11, RAJI, 
88/66, des thymocytes et des lymphocytes T periph§riques 
humains sont incubus avec des concentrations croissantes 

(0,01 4 30 ng/ml) de chacun des deux anticorps K20 murin 
et humanist. Apr&s deux lavages, les cellules sont 
incubSes avec du RAM-FITC (fluorescein conjugated F(ab')2 
fragment of rabbit immunoglobulin to mouse immunoglobulin 

(DAKOPATTS, Danemark) k la dilution de 1/100 ou du RAHu- 
FITC (Fluorescein conjugated rabbit immunoglobulin to 
human IgA, IgG, IgM, DAKOPATTS, Danemark) ou du GAHu-FITC 

( fluorescein conj ugated F ( ab • ) 2 fragment of goat 
immunoglobulin to human immunoglobulin (TBBU, France) 
diluSs au 1/100. 

Les r^sultats, qui sont illustr6s par la 
Figure 4 (4A a 4G) , sont les suivants : 

Les deux anticorps Mu-K20 et Hu-K20 se fixent 
sur tous les types cellulaires testes avec une 
concentration saturante proche de 0,3 ng/ml , excepte sur 
la lignSe B 88/66 qui n'exprime pas la pl-integrine. Le 
marquage observe seulement dans le cas de 1" anticorps K20 
humanist sur les cellules 88/66 est dfl k la fixation de 
GAHu-FITC qui reconnait les immunoglobulines de surface 
cons ti tut ivement pr^sentes k la surface de ces cellules 
B. Cette fixation n'est pas observee dans le cas des 
cellules Raji, car celles-ci ont §t6 prSsaturfees avant le 
marquage par des immunoglobulines de lapin anti- 
imrminogl obul i ne s huma ine s . 

2. Blocaae de la fixation du K20 murin. 

Les cellules JURKAT E6-1 sont incubSes avec 
des concentrations croissantes, (de 0,01 & 30 ng/ml) , 
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d'anticorps K20 murin (Mu-K20) ou humanise (Hu-K20) , ou 
bien d' immunoglobulines humaines IgGl (SIGMA, Prance). 
Apres lavage, les cellules sont incubees avec une 
concentration saturante de K20-FITC (IMMUNOTECH, Prance) 
de 8 ul dans un volume final de 100 ul. 

Les resultats sont illustris par la Figure 5, 
qui montre que : 

K20 humanise reconnait bien les memes epitopes 
que K20 murin puisqu'il bloque specif iquement la fixation 
de K20 murin. Pour chacun des deux anticorps Mu-K20 et 
Hu-K20, lorsque les cellules sont incubees avec une 
concentration de l ug/ml, on constate qu'il n'y a plus de 
sites disponibles pour la fixation du K20 murin couple au 
FITC. Ceci est en correlation avec la valeur de la 
concentration saturante determinee precedemment . 
3. PePlacemenf. A n K20 tmnH n , 

Les cellules Jurkat E6-1 sont incubees avec 
une concentration saturante de K20-FITC (IMMUNOTECH, 
France) dans un volume final de 100 ul . Apres lavage, les 
cellules sont incubees avec des concentrations 
croissantes (0,01 a 30 ug/ml) de chacun des anticorps K20 
murin (Mu-K20) ou humanise (Hu-K20) ou d- immunoglobulines 
humaines IgGl (SIGMA, Prance) . 

Les resultats sont illustres par la Figure 6, 
qui montre que les anticorps monoclonaux K20 murin et 
humanise deplacent la fixation du K20 murin couple au 
FITC, ce qui n'est pas observe pour des immunoglobulines 
humaines de meme sous-classe que 1- anticorps humanise. 
50% du deplacement est atteint pour une concentration 
d'anticorps Mu-K20 du Hu-K20 de l'ordre de 3 0 ug/ml. 

^ Cotm?#titiOh Sjfifi anticorpfi Mu-K^n et Hn-y^Q aver 

l'anticnms Mii-tt ^O conpl 6 au fttp 

Les cellules Jurkat E6-1 sont incubees avec 
8 ul de K20-FITC a une concentration saturante 
(IMMUNOTECH, France), et des concentrations croissantes 
(0,01 a 30 ug/ml) des anticorps K20 murin ou humanise 



» 



WO 96/08564 PCT/FR95/01167 

31 

ainsi que des immunoglobulines humaines IgGl (Sigma, 
Prance). Les resultats sont illustr6s par la Figure 7, 
qui montre que les courbes de competition observ6es pour 
chacun des anticorps sont superposables . La valeur de 50% 
5 de competition est atteinte pour des concentrations 
d 1 anticorps comprises entre 0,3 et l ng/ml . L' anticorps 
IgGl utilise comme t6moin n'exerce aucune competition 
avec K20-FITC meme a la plus forte concentration de 
30 jag /ml. 

10 Example 8 - Comparaison des activit6s biologiques du Mu- 
R20 et du HU-K20: 

itAction gyy i a pgplif §r3tM?n des lymphocytes T. 

Les lymphocytes T du sang 

peripherique.proviennent de donneurs volontaires sains 

15 (Centre de Trams fusion sanguine ARNAUD TZANCK , Saint 
Laurent du Var) . Les cellules mononucieees sont 
recuperSes apres centrifugation sur gradient de Ficoll- 
Hypaque (EUROBI0, France) . Les monocytes sont elimines 
par deux cycles d' adherence d'une heure sur plastique a 

20 37°C, Parmi les cellules non-adh6 rentes ainsi obtenues, 
les monocytes residuels, les cellules NK et les 
lymphocytes B sont elimines par selection 
immunomagnetique k l'aide de diff6rents anticorps 
monoclonaux et de billes magnetiques recouvertes 

25 d' anticorps de chdvre anti-immunoglobuline de souris 
(DYNABEADS, DYNAL, NorvSge) . La purete lymphocytaire est 
controiee par phenotypage. 

Un anticorps monoclonal CD3 (10 |ig/ml) (X35, 
Dr MARTIN, Rennes) est immobilise sur plastique dans des 

30 plaques 96 puits oil sont cultives les lymphocytes T S 
raison de 50000 cellules par puits dans un volume final 
de 200 ill de RPMI 1640, 10% SVF. L' interleukine 2 
(10 ng/ml) (R AND D SYSTEM, GB) et differentes dilutions 
d'anticorps Mu-K20, Hu-K20 et d'lg humaines contr61e sont 

35 raj outes dans les puits. Au bout de 96 heures de culture 
a 37°C, 1 mCi de [ 3 H] thymidine est ajoutee par puits. 



WO 96/08564 



PCT/FR95/01167 



32 



Apres 18 heures d' incubation , 1 1 ADN cellulaire est piege 
sur papier filtre grace a un preleveur semi-automatique . 
L ' incorporation est mesuree en coups par minute par 
comptage en scintillation liquide. 

Les r^sultats sont illustrgs par la Figure 8, 
qui montre que les deux anticorps Mu-K20 et Hu-K20 
inhibent la proliferation des lymphocytes T a partir 
d'une concentration faible de l ng/ml . Pour des 
concentrations superieures a 0,1 ng/ml qui est la 
concentration saturante de I'anticorps, on constate que 
1' inhibition peut diminuer. 
2. Mesurs de 1' amnion a la t ih™n^«-i n fa , 

La fibronectine et de l'albumine bovine (SO 
ug/ml) (SIGMA) sont immobilisees dans des plaques a 96 
puits, oQ sont incubees des cellules JURKAT prealablement 
chargees avec une sonde f luorescente, le BCECF 
(Boehringer) , et marquees a l'aide des anticorps K20 (10 
Ug/ml) et de I'anticorps 4B4 (COULTER CLONE) , qui est un 
anti-VLA4. Apres incubation 2 heures a 37«C, les plaques 
sont lavees 3 fois avec du PBS, et la fluorescence 
mesuree sur CITYFLUOR (MILL1PORE) . L' adhesion specif ique 
est calculee en tenant compte du nombre de cellules 
d^posees initialement dans le puits (150000) et de la 
fixation non specif ique sur l'albumine. 

Les r^sultats sont illustr£s par la Figure 9, 
qui montre que les deux anticorps Mu-K20 et Hu-K20 
n- inhibent pas la fixation a la fibronectine, 
contrairement a I'anticorps 4B4 . 

La region des residus 207 a 218 de la chaine 
Pi des integrines est critique pour la liaison de 
I'anticorps 4B4; Cette region est localisee entre les 
deux sites putatifs de liaison des ligands (residus 120- 
182 et 220-231). De son cdte, I'anticorps K20 murin 
reconnait la region carbpxy-terminale de la pi (residus 
426-587) (TAKADA et PUZON, 1993, J. Biol . Chem. 17597- 
17601) . 
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3. Mesure de la cytotoxicity induite par le complement . 

Aprds marquage par I'un ou 1* autre des deux 
anticorps Mu-K20 ou Hu-K20, les cellules sont incub§es 
avec du complement de lapin pendant 50 min. a temperature 
ambiante. Apres lavage on determine le rapport nombre de 
cellules mortes /nombre de cellules vivantes aprds 
coloration au Bleu Trypan. L ' anticorps murin D66 (CD2) 
est utilise comme contrdle positif. 

Cette experimentation, dont les resultats sont 
illustres par la figure 10, montre que les anticorps Mu- 
K20 et Hu-K20 n'induisent pas la lyse des cellules en 
presence de complement . 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 



<i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 

RECHERCHE MEDICALE (INSERM) 

(B) RUE: ioi ( rue de Tolbiac 
CO VILLE: PARIS 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 CEDEX 13 

(A) NOM: PROTEINE PERFORMANCE - SOCIETE ANONYME 

(B) RUE: ROUTE D' ALES 

(C) VILLE: SAINT CHRISTOL-LES-ALES 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F> CODE POSTAL: 3 0380 

(A) NOM: MARGARITTE Chris telle 

(B) RUE: RESIDENCE COLBERT - BAT. E, 16, RUE DU 

GENERAL DE GAULLE 

(C) VILLE: CHATENAY MALABRY 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92290 

<A) NOM: POUL Marie -Alix 

(B) RUE: 10, RUE DU DOCTEUR ROOT 

<C) VILLE: MONTPELLIER 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

<E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 34000 

(A) NOM: LE FRANC Marie- Paule 

(B) RUE: 4, RUE DU VALLON 

(C) VILLE: CLAPIERS 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 34830 

(A) NOM: CERVONY MARY Florence 

(B) RUE : 15, AVENUE ANTON IA AUGUSTA 
<C) VILLE: NICE 

<D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 06000 

(A) NOM: BERNARD Alain 

(B) RUE: - 
<C) VILLE: - 

(D) ETAT OU PROVINCE: - 

(E) PAYS: - 
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(F) CODE POSTAL: - 

fii) TITRE DE L' INVENTION: OBTENTION D'UN ANTI CORPS MONOCLONAL 
RECOMBINANT HUMANISE A PARTI R D'UN ANTICORPS MONOCLONAL 
MURIN, SA PRODUCTION EN CELLULES D ■ INSECTS , ET SES 
UTILISATIONS . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 20 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATE UR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1-0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GGTAGATCTC AGCTTGGTCC C 21 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GACATTCAGC TGACCCAGTC TCCA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 
<B> TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BR INS : simple 
<D) CONFIGURATION: linSaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

TGAGGAGACG GTGACCGTGG TCCCTTGGCC CCAG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 
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(i) CARACTERISTIQDES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NQMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AG GTSMAR CT GCAGSAGTCW GG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; 5: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 325 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NQMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT :1. .325 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GACATCCAGC TGACCCAGTC TCCATCCTCA CTGTCTGCAT CTCTGGGAGG CAAAGTCACC 60 

ATCACTTGCA AGGCAAGCCA AGACATTAAC AAGTATATAG CTTGGTACCA ACACGAGCCT 120 

GGAAAAGGTC CTAGGCTGCT CATACGTTAC ACATCAAAAC TAGAGTCAGG CATCCCATCA 180 

AGGTTCAGTG GAAGTGGGTC TGGGAGAGAT TATTC CTTCA GCATCAGCAA CCTGGAGCCT 24 0 

GAAGATATTG CAACTTATTA CTGTCTACAG TATTATAATC TTTGGACGTT CGGTGGAGGG 300 
ACCAAGCTGG AGATCAAACG TAAGT 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 349 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



325 



(ix) 



CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .34 9 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

CAGGTCCAAC TGCAGGAGTC TGGGACTGAG CTCGTGAGGC CTGGGGCTTC AGTGAAGTTG 60 

TCCTGCAAGG CTTCTGGCTA CACTTTCACT GACTACTATA TAAGCTGGGT GAAACAGAGG 120 

CCTGGACAGG GACTTGAGTG GATTGCAAGG ATTTATCCTG GAAGTGGTAA TACTTTCTAC 180 

AATGAQAAAT TCAAGGGCAA GGCCACACTG ACTGCAGAAA CGTCCTCCAA CACTGCCTAC 240 

ATGCAGCTCA GCAGCCTGAC ATCTGAGGAC TCTGCTGTCT ATTTCTGTGC AATTTACTAC 300 

GGTAGTGGTG ACTACTGGGG CCAAGGGACC ACGGTCACCG TCTCCTCAG 34 9 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 53 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CCATCACCTG GAAGGCAAGC CAGGACATTA ACAAGTATAT AGCTTGGTAC CAG 53 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CAAAGCTGAT CCGTTACACA TCAAAACTAG AGTCAGGTGT GCCAAGC 47 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CCTACTACTG CCTACAGTAT TATAATCTTT GGACGTTCGG CCAAG 45 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 41 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
GATACACCTT CACTGACTAC TATATAAGCT GGGTGCGCCA G 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

U) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: Simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
GAGTGGATGG GAAGGATTTA TCCTGGAAGT GGTAATACTT TCTACAATGA GAAATTCAAG 
GGCAGAGTCA CC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 42 paires de bases 

(B) type- nucleotide 

<C> NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 12: 

TATTACTGTG CGATTTACTA CGGTAGTGGT GACTACTGGG GC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
AGCTCGAGAT CAAACGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAGATCTAA CACTCTCCGC GGTTGAAG 28 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 
(D> CONFIGURATION : lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

ACGTTTCTCG AGCYTGGTSC C 21 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 



(ij CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION : lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

GACATCGAGC TCACCCAG 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 



li) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

Ixi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
CAAGGTAC CA CGGTCACCGT CTCC 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 9 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
GAAGATCTCA TTTACCCGGA GACAGGGAG 29 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AGGTSMARCT GCAGSAGTWC GGG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C> NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 



TGAGGAGACG GTGACCGTGG TACCTTGGCC CCAG 



34 
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REVENDI CATIONS 

1) Proc6d§ d'humanisation de la region 
variable V H et/ou de la r6gion variable V L d'une 
immunoglobuline non-humaine, lequel proc6d§ est 

5 caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins les §tapes 
suivantes : 

- une <§tape oH I'on s§lectionne vine s§quence 
d'ADN codant pour la region variable V H ou pour la region 
variable V L d'une immunoglobulins humaine, la sequence en 

10 acides amines des regions FR de ladite region Vjj ou de 
ladite region V L humaine pr6sentant respectivement entre 
70 et 95 % d'homologie avec la sequence en acides amines 
des r6gions FR de la region V H ou de la rigion V L de 
1 ■ immunoglobuline non-humaine, et les boucles 

15 hypervariables HI et H2 de ladite region v H humaine ou 
les boucles hypervariables LI, L2 et L3 de ladite region 
Yl humaine pr§sentant respectivement le m£me type de 
structure canonique que les boucles hypervariables Hi et 
H2 de la region V H ou les boucles hypervariables LI, L2 

20 et L3 de la region V L de 1 ■ immunoglobuline non- humaine 

- une §tape oil l'on procdde au remplacement 
des sequences oligonucl^otidiques codant pour les CDR de 
ladite region V H ou V L humaine , par les sequences 
oligonucleotidiques codant pour les CDR correspondantes 

25 de la region V H ou V L de 1 » immunoglobuline non-humaine. 

2) Fragment d'ADN codant pour la region 
variable V H ou pour la region variable V L d'un anticorps 
humanist Hu-Ac, caractfirisS en ce qu'il est susceptible 
d'etre obtenu par le procSdS selon la revendication 1. 

30 3) Fragment d'ADN selon la revendication 2, 

caract§ris£ en ce qu'il est susceptible d'fitre obtenu a 
partir de l 1 anticorps murin K20, et code pour la rSgion 
variable V H ou pour la region variable V L d'un anticorps 
humanist denomme Hu-K20. 
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4) Cassette d' expression caract6risee en ce 
gu'elle comprend au moins un fragment d'ADN selon une 
quelconque des revendications 2 ou 3, plac§ sous contrSle 
transcriptionnel d'un promoteur appropri6. 

5) Cassette d' expression selon la 
reyendication 4 , caract§ris6e en ce qu'elle comprend les 
elements permettant 1 1 expression de la chaine lourde ou 
de la chaine l§g6re d'un anticorps recombinant Hu-Ac, 
lesdits 61§ments 6tant constitu6s par : 

- un promoteur de baculovirus, sous contrSle 
transcriptionnel duquel sont places : 

- une sequence codant pour un peptide signal 
de secretion ; et 

- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine l§gere de 1» anticorps Hu-Ac et une sequence 
codant pour le domaine constant de la chaine ISgdre d'une 
immunoglobuline humaine ; ou bien 

- une sequence codant pour le domaine variable 
de la chaine lourde de l 1 anticorps Hu-Ac et une sequence 
codant pour le domaine constant de la chaine lourde d'une 
immunoglobuline humaine. 

6) Cassette d' expression selon une quelconque 
des revendications 4 ou 5, caracterisee en ce que le 
promoteur de baculovirus est le promoteur de la 
polyedrine ou l'un de ses derives, ou bien le promoteur 
de la plO ou l'un de ses d^rivSs. 

7) Vecteur recombinant, caracterise en ce 
qu'il comprend au moins un fragment d'ADN selon une 
quelconque des revendications 2 ou 3 . 

8) Vecteur recombinant selon la revendication 
7, caracterise en ce qu'il comprend au moins une cassette 
d' expression selon une quelconque des revendications 4 a 
6. 
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9) Vecteur recombinant selon la revendication 
8, caract§ris§ en ce gu'il constitue un vecteur de 
transfert, portant un insert comprenant : une cassette 
d' expression selon une quelcongue des revendications 4 a 

5 6, et de part et d f autre de cette cassette, des sequences 
de baculovirus homologues de celles des regions flanquant 
la portion du g6nome de baculovirus en reraplacement de 
laquelle on souhaite insurer ladite cassette. 

10) Vecteur de transfert selon la 
10 revendication 9, caract6ris6 en ce que lesdites sequences 

de baculovirus sont homologues de celles des regions 
flanquant le gene de la plO, ou homologues de celles des 
regions flanquant le gSne de la poly^drine . 

11) Vecteur de transfert selon la 
15 revendication 10, caractSris6 en ce que la cassette 

d' expression contenant le g6ne codant pour la chaine 
l§g&re de l'anticorps Hu-Ac est flanquee des r§gions 
entourant le gdne de la poly^drine dans le baculovirus 
sauvage, et la cassette d' expression portant le gdne 
20 codant pour la chaine lourde de l'anticorps Hu-Ac est 
flanqu6e des regions entourant le gSne P10 dans le 
baculovirus sauvage, 

12) Baculovirus recombinant caract#rise en ce 
qu'il comprend au moins une cassette d' expression selon 

25 une quelconque des revendications 4 & 6. 

13) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 12 , caract6ris6 en ce qu ' il comprend une 
cassette d' expression comprenant la sequence codant pour 
la chaine H de l'anticorps Hu-Ac, et une cassette 

30 d' expression comprenant la sequence codant pour la chaine 
L de l'anticorps Hu-Ac. 

14) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 13, caracterise en ce que le promoteur 
contr6lant la transcription de la sequence codant pour la 

35 chaine L de l f anticorps Hu-Ac, et le promoteur controlant 
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10 



la transcription de la sequence codant pour la chaine H 
de l'anticorps Hu-Ac, sont deux promoteurs differents. 

15) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 14, caracterise en ce que l'un desdits 
promoteurs est situe a 1 • emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la polyedrine et 
1' autre est situe a 1 ' emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la P10. 

16) Baculovirus recombinant selon une 
quelconque des revendications 12 a 15, caracterise en ce 
que la transcription de la sequence codant pour la chaine 
legere de l'anticorps Hu-Ac est sous contrSle du 
promoteur de la polyedrine ou de l'un de ses derives, et 
la transcription de la sequence codant pour la chaine 

15 lourde de l'anticorps Hu-Ac est sous contrdle du 
promoteur de la P10 ou de l'un de ses derives. 

17) Baculovirus recombinant selon une 
quelconque des revendications 12 a 16, caracterise en ce 
que la sequence codant pour le peptide signal associe a 
la chaine L de l'anticorps Hu-Ac, et la sequence codant 
pour le peptide signal associe a la chaine H de 
l'anticorps Hu-Ac, sont deux sequences differentes. 

18) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 12, caracterise en ce qu'il s'agit du 
baculovirus recombinant AclOHK20hu-33LK20hu(lll) , depose 
le 9 septembre 1994, aupres de la C.N. CM. , sous le 
numero 1-1476. 

19) Cellules d» insecte infectees avec un 
baculovirus recombinant selon une quelconque des 

30 revendications 12 a 18. 

20) Procede de preparation d'un anticorps 
recombinant humanise, caracterise en ce qu'il comprend 
une etape au cours de laquelle l'on cultive des cellules 
d' insecte selon la revendication 19, et une etape au 
cours de laquelle l'on obtient ledit anticorps a partir 
du milieu de culture. 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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